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WSSSSJSSS^^^ une activlt e de 
U P-sente invention conceme des p*ff» . * ^ & ^ 
recepteur specie de toerleufcne 13 eUeure appUcauons. 

5 par des .yn.pho^es T aaiv,, les .ymphocytes B 

activation. ■ Vs biolosiaues communes avec IU-4, HL-I3 aete 

De par ses nombreuses propnetes « ^ ^ ^ ^ similaires 

d^ite con^e etant une - ^ ^ , autres celhll es 

w non hematopoieuques (1W2). . cellules T au repos ou activees (13). 
rfexercerait pasd-effetp^etsur * ^^^^^^ 
Les differentes activites biologies de 1IL ^ ^ 

oocytes » et certau. Poseurs " ^ ^ ^ par e , 14) . 
par AJ. Minty, ainsi q ue dans des arttcles ^ ^ ^ ^ ^ „ 

carcinomes de rein et de colon. m e tre 

- :rr: ^ 

20 utiles par exemple dans ic 
» concemee, .,^ V5e du sigr ud transrrds par une molecule biologique au 
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YXL 13 et de 1TL-4 a ete indiquee par A.J. Minty (14). 
a rviiii-ei est un dimere, forme par lassowov 

4. Celm-ci est u sg ^ a la SQUS . 

m -4m et de la chaine y du recepteur de 1 IL-2 (yc). l. u- h 

(IL-4R) « ae la cn*u affimte (Kd 

„„ « U — »n d. *— »— V 



10 



15 



20 



25 



, ont d.montr* rr.CTjSl^ — - - > 

q ue ITL-n ne peut generate* empecher qu e p 

son recepteur (17,21), et ne se fixe sur aucune des deux^u 

„ m 4 rd sur le complexe forme par leur assoc.auon. Sur la 

de 1IL-4, m sur P que fc receptcur 

observations, les auteurs de la presente mv 

specffique de m,13 ** constitue du complexe recepteur IL-4 assooe 
^ecomposantaant^-Ua^)- capable de 

Des travaux . - - ^ £ ^ ont ^ de montrer 

P^-enreponseallL- He^HL gn ^ 

quc ces deux cytofcnes produts. n d ^ ^ ^ 

apres fixation sur leur recepteur (18). En paralle ^ 

> - - m l^s-umte, - poids 

heterodimeres soit avec la chaine y, sort avec une 

moleculairede55a70kDa(17,21). 

O^tre part des travaux reaiises recemment sur une Ugnee de ce lui ou^ 
LonLres de soutis ont permis d'isoler I'ADN genonuque et ADNc 
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■ -..a* de 424 residus d'acides amines (IL-13Ra), 
encodant pour un polypept.de de 424 

suggerant q «e le recepteur de l'IL-13 partageait avec le recepteur de IL-4 une 
lie corlne pour constituer un recepteur a Haute affnite <W Cest-a-d.re 
Lte une atfnite dont la constante Kd est situee entre des vaieurs copses 

5 :::: , 0 PM - 1* p m «*« *. * «- — 7— une 

constante Kd situ.e entre des va.eurs copses entre 2nM et !0 nM> 
Compte tenu de .'importance au plan medical de la comprehens, n fine de 
h en menes de region de 1U-4 et de 1TL-13, et en partner de ,a po. 
e pouvo, separer et confer iso.ement ,es effets produits par 1'une ou , ut e d 
10 ceS deux cytokines, les auteurs de ,a presente invention se sont mteresses, d une 
an a laltctensation d'un polypeptide Hant sp*inquement HM, avec une 
aut'e affinite et, d'autre part, a ,a cauterisation d'un autre polypeptide^ 
He cement - une basse afcnite et qui, s'il - -« - * 

recepteurdeVIL^.constitueunrecepteurdehauteaffinitepour.IL-n. 

1S CeuL ont a present identifie une Hgnee ceUuiaire de carcinome huma,n expnmant 
I recepteur specie de VIL-13 en quantite plus impose que d'autres H B nees 
de JLome ren, humaines connues (21), et ont realise le clonage de asous 
unite primage responsab.e de .a fixation de HL-U sur le recepteur de 
o^mmee R P . ainsi cue ,e clonage de .a chaine commie cue 

20 recepteur de l'IL-13 et le r*epteur de riL-4 pour confer un recepteur de .haute 
affile permettant une condition croisee des 2 cytokines, denommee IL-13Ra. 
La presente invention conceme done des polypeptides purine, liant sp^fiquement 



Plus paniculierement, Invention a pour objet des polypeptides punfies don ties 
25 sequences d'acides amines correspondent a ceile d'un recepteur specifics de 1IL- 
,3 (IL-13RP et IL-13Ra), ou des fragments biologiquement actifs de ceux-c 
L'invention a element pour objet des sequences d'ADN iso.ees codant pour 
lesdits polypeptides ou leurs fragments biologiquement act.fs. 
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Elle vise en outre les vecteurs depression contenant au moins I'une des sequences 
nucleotidiques definies ci-dessus, et les cellules notes transferees par ces vecteurs 
depression dans des conditions permettant .a replication et/ou .'expresson de 
I'une desdites sequences nucleotidiques. 
5 Les methodes de production de l'IL-13RP et de ITL-HRa recombinants ou de 
leurs fragments biologiquement actifs par les cellules botes transferees font 
egalement partie de I'invention. 

^invention comprend egalement des compositions pharmaceutiques comprenant 
1TL-13RP ou/et lTL-URa ou des fragments biologiquement actifs de ceux-ci pour 
,0 la regulation des mecanismes immunologiques et inflammatoires produits par 1'IL- 
13 Elle vise en outre une methode pour I'identification d'agents capables de 
moduler ractivite de 1TL-13RP ou/et de l'IL-13Ra. et ^utilisation de KIL-R13P 
ou/et de l'IL-13Ra ou de fragments de ceux-ci pour le criblage de ces agents ams, 
Que pour la fabrication de nouveaux produits capables de moduler 1'activite du 

15 recepteur de 1TL-13. 

Invention comprend egalement des anticorps ou des derives d'anfcorps 

specifiques de TIL-13RP ou/et de l'IL-13Ra. 

Elle vise enfin une methode de traitement therapeutique pour moduler les react.ons 
immunologiques mediees par riL-13, comprenant .'administration a un patient de 
20 1-IL-13RP ou/et de lTL-13Ra ou d'un de leurs fragments biologiquement actrf ou 
d'un compose capable de moduler specifiquement 1'activite de ce recepteur, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
Dans la description de I'invention ci-apres. on utilise les definitions suivantes : 

- polypeptide liant specifiquement l'IL-13 avec une haute affinite (IL-13RP) un 
25 polypeptide comprenant .a sequence d'acides amines SEQ ID n° 2 ou tout 

fragment ou derive de celui-ci biologiquement actif; 

- polypeptide qui, seul, lie specifiquement 1TL-13 avec une basse affinite et qui, s'il 
est associe avec le recepteur de l'IL-4, consthue uh recepteur de haute affimte 
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(IL-13Ra) : un polypeptide comprenant .a sequence decides amines SEQ ID N° 4 

ou tout fragment ou derive de celui-ci biologiquement actrf ; 

! cement act, : capable de se lier specifiquement a 1^3 et/ou de 

parti c^ a .a transduction du signal specifiquement produit pa, rIL-13 au mveau 
5 de ,a membrane cellulaire, et/ou capable tfnteragir avec .e receptee specfique de 
riL-4 (IL-4R/gp HO) pour former un complexe capable de lier 1IL-4 et 111,13, 
et/ou qui est reconnu par des anticorps specifiques du po.ypeptide de sequence 
SEQ ID n' 2 ou/et de sequence SEQ ID n'4, et/ou capable dinduire des anucorps 
q ui reconnaissent ,e polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou/et de sequence SEQ 

10 ^ : tout polypeptide variant du polypeptide de sequence SEQ ID n« 2 ou/et 
de sequence SEQ ID n°4, ou toute molecule resultant d'une modificauon de nature 
geneuque et/ou chimique de la sequent SEQ ID n° 2 ou de sequence SEQ © 
n -4 c'est-a-dire obtenue par mutation, deletion, addition, substitution et/ou mod.fi- 
15 catio n chimique *un seul ou ,un nombre limite decides amine, ains, que to- 
sequence isoforme, c'est-a-dire une sequence identique a la sequence SEQ ID n 
ou a la sequence SEQID»»4, a Tun de leurs fragments ou a 1'une de leurs 
fences modifies, contenant un ou plusieurs acides amines sous la forme 
.enantiomere D, lesdites sequences variantes, modifiees ou isoformes ayant 
20 conserve au moins 1'une des proprietes les rendant biologiquement acuves. 

La presente invention a pour objet un polypeptide purine, comprenant une 
sequence d'acides amines choisie parmi : 
a) la sequence SEQ ID n° 2 ou la sequence SEQ ID n°4, 
2i b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n° 2 ou de SEQ ID 

n°4, selon la definition donnee precedemment. 

La fabrication de derivds peut avoir differents objectifs, dont en particulier celui 
d'augmenter raffinite du receoteur pour 1TL-13, celui de modu.er la competmon 
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croisee entre l'IL-13 et l'IL-4, celui d'ameliorer leurs taux de production, 
d'augmenter leur resistance a des proteases, de modifier leur activite biologique ou 
de leur conferer de nouvelles proprietes pharmaceutiques et/ou biologiques. 
Parmi des variants biologiquement actifs des polypeptides tels que definis 
5 precedemment, on prefere les fragments produits par epissage altematif des trans- 
cripts (AKN messagers) du gene codant pour l'une des sequences d'acides arrunes 
decrites ci-dessus. 

Dans une variante avantageuse. les 8 acides amines C-terminaux du polypeptide 
de sequence SEQ ID n° 2 sont substitute par les 6 acides amines su.vants : 
10 VRCVTL. 

Selon un autre aspect avantageux, invention vise une forme soluble de 1TL-13RP, 
denommee IL-13R0S, comprenant notamment le domaine extra-cellulaire du 
polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 s'etendant jusqu'au residu 343 et 
preferentiellement jusqu'au residu 337 ainsi qu'une forme soluble de riL-13Ra, 
15 denommee IL-13Ras, comprenant notamment le domaine extracellulaire du 
polypeptide de sequence ID n°4 s'etendant jusqu'au residu 343 et 
preferentiellement jusqu'aux residus compris entre 336 et 342. 

Le polypeptide qui comprend la sequence SEQ ID n° 2 ou la sequence SEQ ID 
20 n°4 represente un mode de realisation particulier de 1'invention. Comme cela 
apparaitra dans les exemples, ce polypeptide peut etre exprime a la surface de 
cellules humaines pour former un recepteur de HL-13 fonctionnel ou s'assocer 
avec le recepteur de 1TL-4 pour former, avec la chaine y du recepteur de 1U-2 le 
complexe recepteur commun a l'IL-4 et l'IL-13. 
25 La presente invention a egalement pour objet une sequence d'acides nucleiques 

tsolee, choisie parmi: 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) la sequence SEQ ID n°3, 



WO 97/20926 



10 



15 



20 



PCT7FR96/017S6 

7 

c) les fences decides nucleiques capab.es de sender a .a ***** 
SEQ ID n° 1 ou a la sequence SEQ ID n°3, ou a .eurs sequences 
compfcrnentaires et codant pour des peptides avant une activite de 
recepteur de nL-13. o« permettant de reconstituer un recepteur de haute 
affinitepourl'IL-13etriL-4, 
d) ,es sequences decides nucleiques derivees des sequences a) et b) et c) 
fait de la degenerescence du code genetique. 

Plus p^cuUeretnent, invention a pour objet une sequence codant pour la ^ 
sol ub»e de rrL-HRP ou de nL-.3R« et tout variant produit par eotssage — 
des transcripts de HL-13R0 ou de fIL-13R«, conserve au moins une des pro- 

r 0 d b ::r^ 

covenant ou constitute par ^ - nuc^des e— du 
Jot.de n* 1 iusq.au nucleotide 10S1, et preferment JU squ,u —e 
1063 sur la sequence SEQ ID n° 1. 

Un autre mode de realisation prefere est represent* par une sequence d ^ 
Jiques comprenant ou consul par r— — - " s e 
du nucl.ot.de n». iusqu'au nuclide n" 10* et ^^" ^ 
nucleotides compris entre les numeros 1041 et 1056 sur la sequence SEQ ID n 3^ 
Ava nta g eusement, ,a sequence decides nucleus seion r— est un 
sequence codant pour une proteine correspondant a .a forme mature de UL-13R P 
ou de nL-13Ra. cette proteine mature etant le resu.tat de la liberate du pept.de 

teTdifferentes sequences nucleotidiques de ."invention peuvent etre d'origine 
artifi cie«e ou non. B peut de scenes d'ADN ou d'ARN, obtenues par 
criblage de banques de sequences au moyen de sondes e.aborees sur .a base de la 
sequence SEQ ID n° 1 ou de la sequence SEQ ID n°3. De teUes banques peuvent 
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etre preparees par des techniques classiques de biologie moleculaire, connues de 
l'homme de l'art. 

Les sequences nucleotidiques selon 1'invention peuvent egalement etre preparees 
par synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
5 chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage des banques. 

Ces sequences nucleotidiques permettent la realisation de sondes nucleotidiques. 
codant pour un polypeptide selon 1'invention ou un fragment biologiquement actif 
de celui-ci. Les conditions d'hybridation appropriees correspondent aux conditions 
de temperature et de force ionique usuellement utilisees par rhomme du metier, de 
10 preference a des conditions de temperature comprises entre (T„ moins 5°C) et (T m 
moins 30°C) et de preference encore, a des conditions de temperature comprises 
entre (T m moins 5°C) et (T„ moins 10°C) (forte stringence). T m etant la 
temperature de fusion, definie comme etant la temperature a laqueile 50 % des 
brins apparies se separent. De telle* sondes font egalement partie de 1'invention. 
,5 Elles peuvent etre utilisees comme outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, 
par des experiences d'hybridation, de transcripts specifiques des polypeptides de 
1'invention dans des echantiUons biologiques ou pour la raise en evidence de 
syntheses aberrantes ou d'anomalies genetiques resultant d'un polymorphisme, de 
mutations ou d'un mauvais epissage. 
20 Les sondes de 1'invention component au minimum 1 0 nucleotides, et au maximum 
component la totalite de la sequence nucleotide SEQ ID n° 1 ou de SEQ ID 
n°3 ou de leur brin complementaire. 

Parmi les sondes les plus courtes. c'est-a-dire d'environ 10 a 15 nucleotides, les 
conditions d'hybridation appropriees correspondent aux conditions de temperature 
25 et de force ionique usuellement utilisees par l'homme du metier. 

Preferentiellement, les sondes de Invention sont marquees, prealablement a leur 
utilisation. Pour cela, plusieurs techniques sont a la portee de l'homme du metier 
comme par exemple le marquage fluorescent, radioactif, chimioluminescent ou 
enzymatique. 
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Ration avec la sonde de 1— ^3 pour 

Les sondes d'ADNc de l'invent.on sent en outre avan g 
l5 la detection d'anomaUes chromosomiques. j& 
Les fences nudeotidiques de l'mvention ^ J*- 
fabri cation et .'utilisation forces o^^«*-^^ ^ ^ dite 
des reasons de sequence ou d-amp.iScat.on specie ^ > 

20 l^U^r.^^^^^^^^^ capables de 
le domaine therapeutique. pour »a reason e u „ 
s , ybri der sp^ent avec une ^/^l^;, i - 
ARN message, utiHsab.es en therap.e gemque. L invention P 

lecwr ecodant pour VTL-URPouVIL-nRaau niveau dutransenp. 

E „es sont plus partlculierement utiles dans le tra.ten.ent des allerg.es 



rinflammation. 
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u. -» <*""" p " """" I"""" 

£T „— * ~— - - -** * "-- 

Hp VlL-13 tels que precedemment defirus. 

!UL— - - — ~ u - M - M " r 

luir. utilisi- A cet effet, les ***** — «— 

que par exemple l'electroporatioa 

L vecteurs depression contenant au moins rune des fences nucleond.ques 
defines oi-dessus font egalement parte de la preseme invents. 
Dans le cas des ceUules COS-7 ou COS-3 la transfection peut etre reahsee a part, 
25 du vecteur pSE- 1 , comme decrit dans (17). 

^invention vise en outre .es cellu.es htt. transfers par ces vectors 
depression. Ces ceUules peuvent etre obtenues par Hntroducuon dans des pilules 
h6t esd'une sequence nucleotide Inseree dans un vecteur tel que defini o-dessus, 
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puis ,a mise en culture desdites cellules dans des conditions permettant ,a replica- 
tion et/ou .-expression de la sequence nucleotide transferee. 
Ces ce.lu.es sent uti.isab.es dans une methode de production d'un po y P e P de 
recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n'4 ou denvee, met o e 1, 

ce Uu,es transferees dans des conditions permettant .-expression d'un polypept de 
recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou SEQ ID n'4, ou derivee, et que .on 
recupere ledit polypeptide recombinant. 

Les proems de purification utiUses sont connus de .'homme du met,e, Le 
,o peptide recombinant peut etre purifie a partir de lysats et extraits ceUula^ 
Tu ILgeant du milieu de culture, par des methodes utilisees in*— ment u 
e „ combinaiso, teUes que le fractionnement, les methodes de chromatography les 
techniques d-immunoaffinite a .'aide d'anticorps mono ou po.yc.onaux specie, 
Les anticorps mono- ou poryc.onaux capab.es de reconnaitre specifiquement 1 H, 
15 ,3RP ou/et l-IL-13Ra selon la definition donnee precedemment font ega.ement 
partie de .'invention. Des anticorps polyclonal peuvent etre obtenus a 
setum d'un animal immunise contre m,13R P ou/et riL-13R« selon ,es modes 
operatoires usuels. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre obtenus se.on la methode c.ass.que e 
20 culture d-hybridomes decrite par K6hler et Mi.stein (Nature, .975, 256, 49 -497). 
Des anticorps avantageux son, des anticorps diriges contre .e domame 
extracellulaire de HL-13RP ou/et de l'IL-13Ra. 

Les anticorps selon ttnvention sont par exemp.e des anticorps chimeriques, des 
anticorps humanises, des fragments Fab et F(ab-)2. I.s peuvent egaiement se 
25 presenter sous forme d'inununoconjugues ou d'anticorps marque, Par exempts 
peuvent etre associes a une toxine, telle la toxine diphterique ou a un produ.t 
radioactif. Ces immunotoxines peuvent dans ce cas constituer des agents the- 
rapeutiques utilisables pour le traitement de certaines pathologies impliquant une 
surexpression de VBL-13Rp ou/et de riL-l3Ra. 
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• Vpr les anticorps monoclonaux peuvent 
membmuin. ji.gwsK M «™° * 

^ „^ U I—- d ^ ^ « . . 

25 de quantification deces complexes. 

m *hode oour ^identification et/ou 
Un autte o,et de — - ^ ou — 

IW— de SptofiqUeS ■ • en ce qU e Von met en contact un 

capable* de module, son activite, caractensee en ce que 
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compose ou un melange contenant differents composes, eventuellement non- 
identifies, avec des crihde. expnmant a leur surface riL-13RP ou/et de l'IL-13Ra, 
dans des conditions permettant 1'interaction entre le recepteur de 1TL-13 et led.t 
compose, dans le cas ou celui-ci possederait une affini.e pour le recepteur, et en ce 
5 q ue 1'on detecte et/ou isole les composes lies a VIL-13RP ou/et de 1TL-13RO, ou 
ceux capables d'en moduler l'activite biologique. 

Dans un mode particulier. cette methode de Invention est adaptee a I'identificat.on 
et/ou 1'isolement d'agonistes et d'antagonistes de lTL-13 pour son recepteur l'IL- 

13RP ou/et de l'IL-l3Ra. 
10 L'invention comprend egalement des compositions pharmaceutiques comprenan, 
comme principe actif un polypeptide repondan, aux definitions precedemes, prefe- 
rentiellement sous forme soluble, associe a un vehicule pharmaceutiquement 

acceptable. 

Un tel po.ypeptide peut en effet agir en competition avec 1TL-13RP ou/et de 1IL- 
15 13Ra exprime a la surface cellulaire, et constituer de ce fait un antagoruste 
specifique de la liaison de l'IL-13 a son recepteur, qui peut avantageusement etre 
mis en oeuvre pour la synthese d'un medicament destine a moduler les reacfons 
mediees par l'IL-13 dans des situations pathologiques. 

Invention comprend enfin une methode de traitement therapeutique d'affections 
20 liees a des reactions immunologies mediees par HL-13. comprenant 1'adm.n.s- 
tration a un patient de TIL-13RP ou/et de 1IL-13R« (ou d'un de leurs fragments 
biologiquement actif), ou d'un compose capable d'en moduler specifiquement l'act- 
vite biologique, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent dans la suite de la 
25 description avec les exemples et les figures dont les legendes son. representees ci- 
apres. 
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LEGENDE DES FIGURES 

. - j -^«t«irn-13RBhumain present dans les cellules 
- Figure 1 : caracterisation du recepteur IL-u^p num<u y 

Caki-1 

, a) anaiyse de Scatchard (cadre insere) de la courbe de saturation de riL-13 
marquee a l'[ U3 I] \ 

b) liaison de rHlPhe43ML-13-G.yTyrG.yTyr en presence de concentrat.cn 
croissante dTL-13 non marquee (•) et dTL-4 (o); 

c, experiences de pontage (»cross,inV) en utilisant de V1L-13 rad.oact.ve en 
10 .-absence (culee a) et en presence tfun extent de 100 ft* dIL-13 non marquee 
(coulee b) ou dlL-4 (coulee c) ; 

d) inhibition de la secretion dU-6 induite par .TL-13 et VIL-4 en presence dun 
ieorps monoclonal sp*inque de la chalne IL-4R et de 1'antagon.ste de IL-4, 
Y124DIL-4. 

15 - Figure 2 : Sequence nucleotidique de 1'ADNc de 1TL-13RP, et comparaison des 
sequences proteiques de 1TL-5R, VIL-13Ra murine et de llL-13RfJ. 
a) sequence nucleotidique de I'ADNc de VIL-13R P . Les acides ammes 
correspond** au peptide signal deduit de ,a sequence nucleique sont ind.ques en 
20 italiques et ceux correspond** au domaine transmembranaire sont md-ques en 
c aracteres gras. Les sites de N-glycosy.ation potentie.s (Asn-X-Ser/Tnr) sont 

ir^-ent des acides amines des sequences de 1TL-13RP et de 1TL-5R Us 
sequences proteiques de .TL-.3R et IL-5R sont alignees comme decnt 
2S precedent (24). Les residus cysteine et ,e motif WSXWS caractenst.ques de 
cette famille de recepteurs sont encadres. 

- Figure 3 . Profils d'expression de l'ARNm de 1TL-13RP. 
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L'ARN a ete prepare a partir des cellules suivantes : Caki-1 (coulee a), A431 
(coulee b), TF-1 (coulee c), U937 (coulee d), Jurkat (coulee e) et IM9 (coulee f). 



- Figure 4 : Caracterisation du recepteur IL-13RP recombinant de TIL- 13. 
5 Les cellules COS-7 sont transfectees avec 1'ADNc de 1TL-13RP et utilisees pour : 

a) des etudes de liaison de VIL-13 radiomarquee (cadre insere), par analyse de 
Scatchard de la courbe de saturation; 

b) des experiences de pontage en utilisant de l'IL-13 radiomarquee en absence 
(coulee a) et en presence d'un exces de 100 fois d'IL-13 non marquee (coulee b) ; 

10 c-d) des experiences de cotransfection en utilisant TDL-13RP clone, TIL-4R 
(gpl40) et la chaine y suivies par la liaison de l'IL-13 radiomarquee (c) ou de l'IL-4 
(d). Les colonnes noires et blanches representent respectivement la liaison 
speciflque de l'IL-13 et de l'IL-4. 

15 - Figure 5 : Inhibition de la liaison de l'IL-13 sur 11L-13RP par la forme soluble du 
recepteur (IL-13RPs) en expression transitoire. 

L'expression d'TL-13R3s dans le surnageant des cellules transfectees par 2034 est 
testee par inhibition de la liaison de l'IL-13 sur les cellules transfectees par l'IL- 
13RP (2036). Les surnageants sont testes bruts en les diluant de moitie dans le 
20 ligand iode. 

2036 NSB : liaison non speciflque en presence d'un exces d'IL-13 non marquee 
2036 BT : liaison totale sur cellules transfectees avec le 2036 
2036 + sgt 2034 : liaison sur cellules transfectees avec le 2036 en presence de 
surnageant de cellules transfectees avec le 2034. 
25 2036 + sgt pSEl : controle 

- Figure 6 : Inhibition de la liaison de l'IL-13 sur l'IL-13Rp par la forme soluble du 
recepteur (IL-13Rps) sur des lignees stables. 
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. ri™* IL-13RB (2036-22) sans presence de 
T2036-22 : liaison totale sur le clone U. »«P 
sumag eant de clone secretant .'IL-13R0S (reference 100 «) 

2034-4 
2034-6 

5 2034-19 _ 4 clones IL-13R0S 

2034 ' 21 t a* cellules CHO n'exprimant pas 11H3RP* 

1274-20 : en presence de sumageant de cellules 

(controle). 
Ser/Thr) sont encadres. 

. • . • nRohumain et de t'IL-13Ramurin. Les 
b) AKgnement des acides amutes de 1 IL-URohu 

rn -13Rahumam et de 1 IL-13Ka murm » 
20 sequences protege in. Rah ^ ^ ^ ^ 

comme decrit precedemment (24). Les 

caracteristiques de cette famiUe de receptees sont encadres. 

.HgureS.Carac^ 
riguic « K nKf^ a* rn -13Ra ou/et ae i u-- 

25 Les cellules CHO ou COS-3 transfers avec 1 ADNc del IL 13R 

4R et utUisees Pour : ^ ^ de 

a) des etudes de „a*on de 1 11,13 marq ^ ^ ^ 

de ,a couH,e de nation avec des ce ^ «0 ^ ^ ^ 

1-E.-13RP (figure A), transferees avec 1 ADNc 
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4R (figure B), transferees avec l'ADNc de ITL-lMta (figure C) et transferees 
avec l'ADNc de lTL-13Ra et l'ADNc de HL-4R (figure D). 
b) des experiences de competitions de liaisons de r[" 5 IML-13 sur des ce.lu.es 
CHO transferees avec l'ADNc de 1TL-13RP (figure E), transferees avec l'ADNc 
5 de 1TL-13RP et l'ADNc de ITL-4R (figure F), transferees avec l'ADNc de 1'IL- 
13Ra (figure G) et transferees avec l'ADNc de l'IL-13Ra et l'ADNc de l'IL-4R 
(figure H) Les colonnes blanches et hachurees represented respectivement la 
liaison specific de l'IL-13 radiomarquee en presence d'un exces (1000 fois plus) 
d'IL-13 ou d'IL-4, les colonnes noires represented la liaison totale. 

10 

. Figur- 9 • comparaison de la mobilite eleTrophoretique dans l'EMSA d'extrarts 
cellulaires exprimant le recepteur de I'M seu. (CHO-4). le recepteur de I'lL- 
13Ra seu. (CHO-13) ou les receptees combines IL-13Ra etIL-4R (CHO-4-13) 
ap res activation des cellules CHO en presence d'IL-4 ou d'IL-13 (4 ou 13), c 
15 representant le temoin non active.. 
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MATERIELS ET METHODES 

rrrrr :r^. - — — - - 

5 [ >»i][Phe43]-IL-13-GlyTyrGlyTyr(17). 
densite de 5.10 cellules-puis v 

- — - -ir^rr - - 

m esuree par une technique ELISA (Innotest, France). 
15 , ~^»rAnNcderiL-13RP humain : 

d'oligoCdT^CDynal). Une banque dM>Nc contenan 



25 



, k . in ,\ »n utilisant une amorce sens. 
PPR rreaction de polymensation en chaine) en utuis 
PGR (reacuon py 9Q et une antisens correspondant 

correspondant a la sequence + 489 a + 490 une 

1 + 52 a + 71 (.a numeration est faite sur .a base de la sequence de I ADNc 
Lnl sur ,a L * «- — - « - ~ ^ 
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sonde comp^cntairedes sequences + 445a + 461 de 1'ADNc. Les marqueurs de 
taille sont indiques a la gauche de la figure. 

Isolement et analyse de I'ADNc de l'IL-13 Ra humain : 

5 

1) Preparation de ia sonde IL-13 Ra murin 

a) Culture des cellules B9 (28) 

Les cellules B9 sont cultivees en milieu RPMI ( Gibco ) supplement* de 10% de 
,o serum de veau foetal et 50 ug / ml de gentamycine. 

b) Preparation de V ARN des cellules B9. 

Les cellules sont .avees deux fois avec du tampon PBS ( phosphate buffer sahne, 
reference 04,04040-GIBCO-BRL). Apres centrifugation 10 minutes a 1000 rpm, 
1S le culot cellulaire est mis en suspension dans le tampon de lyse de composmon 
suivante : guanidine-thiocyanate 4M ; citrate de sodium 25 mM pH 7 ; sarcosy. 

0 5% ; p2-mercaptoethanol 0.1 M. 

La suspension est soniquee a I'aide d'un sonicateur ultra turax no 23 1256 (JANKE 
et KUNDEL) a puissance maximale pendant une minute. On ajoute de l'acetate de 
20 sodium pH 4 jusqu'a 0.2 M. La solution est extraite avec un volume d'un melange 
de phenol / chloroforme ( v / v ; 5 / 1 ). 

On precipite a - 20°C l'ARN contenu dans la phase aqueuse a l'aide d'un volume 
d'isopropanolXe culot est resuspendu dans le tampon de lyse. La solution est a 
nouveau extraite avec un melange phenol / chloroforme et l'ARN est precipite avec 
25 de I'isopropanol. Apres lavage du culot avec de 1'ethanol 70% puis 100%, l'ARN 
est resuspendu dans de Veau. 



c) Preparation de V ADN complementaire. 
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- • * n^rtir de 5 ue d'AKN total en utilisant une amorce poly 
L'ADNc est prepare a partir de 5 ug o a~ 

T12 On incube l'ARN tota. dans un volume de 30ul de tampon : Tns HC. 50 mM 
i , 3 MgC 6 mM, DTT 10 mM, KC, ,0 mM, — 0.5 mM de chacun 

5 37 0C . pu 1S 10 .nutes * SO puis de nouveau = . C a ^ 
unites de Venzyme transcriptase inverse Rnase H- (Gibco-BRL refere 
La reaction est interrompue en chauffant 10 minutes a 65 

_,. c ^ Ho I'ADNc du IL13Ra de souris par la 
d) Amplification specifique d'un fragment de 1 ADNc 

IS sequence publiee par Hilton (22). 

Amorce sens : nucleotide 249 a 268 
5' AGAGGAATTACCCCTGGATG 3' 
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Amorce anti-sens : nucleotide 1256 a 1275 
5' TCAAGGAGCTGCTTTCTTCA 3' 

U reaction est realisee durant 30 cydes 1 minute a 94-C . 1 * S*C ■ 4 

minutes a 72°C , suivi d'un dernier cycle de 10 minutes a 72»C. 

e) Purification du produit d'amplification PCR. 

Apres migration sur u„ gel d'agarose 1% (Sigma) en tampon TAB (Tns HC. 
rnM EDTA ImM P H7. 9 ) pendant 1 Heure l 100 voUs, le ge, est colore en 
presence de bromure d-ethidium a l.g / ml dans !e meme tampon. La bande 



PCT/FR96/017S6 

WO 97/20926 

21 

correspond au produit ^amplification (fragment d' ADNc de 1027 paires de 
bases ( P B) de riLMRa ) est extraite en utilisant un kit Glass Max ( G.bco ). 



5 f) Preparation de la sonde. 

25 ng du fragment de 1027 paires de bases (pB) d'ADNc purifie corresponds au 
recepteur IL-13Ra de souris sont marques au phosphore 32 avec le tat BRL - 
Random Primers DNA labelHng systems ■ a une activite specifique de 2.4 x 10 
dpm / ug ; alternativement, 100 „g sont marques par Nick-translation en utihsant 

10 le kit Boeringher a une activite specifique de 4 x 10« dpm / ng 

2) Isolement et analyse de l'ADNc de riL-13Ra humain 

a) Preparation de l'ARN total 

L'ARN total a ete extrait des ce.lu.es Cakil comme decrit precedemment dans le 
15 paragraphe lb. 

b) Purification de V ARN messager (fraction polyA+ ). 

L* purification de .a fraction po.yA* de r ARN est realisee a ."aide du to 
Dynabeads oligo (dT) 25 de DYNAL (reference 610.05) suivant le protoco.e 
2 o preconise par le fabncant. Le principe est base sur .'utilisation de bil.es polystyrene 
super-paramagnetique sur lesquel.es est attache un oligonucleotide poly ( dT ) 25. 
La fraction P olyA + est hybridee sur .'oligonucleotide (dT) 25 couple aux bil.es que 
Von piege sur un support magnetique. 

25 c) Northern blot. 

5 ug d'ARN messager po.y A + sont deposes sur gel denaturant 8-/. formaldehyde, 
1% agarose en tampon MOPS (10mM pH 7.4. EDTA 0.5 mM). Apres migrauon 
et tranfert sur membrane hybond N+ (Ammersham ) en tampon 20 X SSC. l'ARN 
est fixe en chauffant au four a 80°C sous vide. La membrane est alors prehybndee 
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2 heures a 42°C dans le tampon suivant : 1 M NaCl ; 30% fonnamide ; 1% SDS ; 
5 X Denhart's ; 100 ug / ml tf ADN de sperme de saumon. Apres 2 heures de 
prehybridation, la membrane est hybridee dans le meme tampon avec une 
concentration de sonde IL-URcc de souris preparee par "random priming" de 2.5 
10« dpm / ml, pendant 16 heures. La membrane est ensuite lavee 2 fois pendant 30 
minutes dans le tampon 2 x SSC 0.1% SDS a temperature ambiante puis pendant 2 
heures a 50°C dans le meme tampon. Apres 4 jours d' exposition dans une cassette 
(Molecular Dynamics), le northern blot est analyse a « Hnstant Imager " 
(Molecular Dynamics ). Un transcrit majoritaire de 4200 paires de bases ( P B) 

et un doublet de 1500 pB et 2000 pB sont detectes dans les cellules Calal, U373 

et U937. 

Cauterisation des propriety de PIL-13RP e. de l'IL-13Ra humain : 

Les cellules COS-7 ou CHO sont transferees dans des boites de Pern comme 
decrit precedemment (17). 24 heures plus tard, les cellules sont trypsmisees et 
rnises en culture dans des plaques de 24 puns a une densite de 8. 10< cel.ules/pu,ts. 
Apres une culture de 48 heures a 37°C, les cellules sont utilisees pour des 
experiences de liaison (des essais realises en triplicata montrent une vanat.cn de 
moins de 10 %) avec de IIL-13 iodee comme decrit (17). Pour la transfect,on, les 
cellules COS-7 ou CHO ont ete transferees dans des plaques de 25 cm en 
utilisant 0,6 mg de different* p.asmides. Apres 24 heures, le. monocouches cellu- 
les sont trypsmisees et mises en culture dans des plaques a 12 puits a ra,son de 
8 10< ceUules/puits. Trois jours plus tard, les experiences de liaison et de 
competition sont realisees avec de l'IL-13 marquee et avec de l'IL-13 et/ou de 
■, VIL-4 non marquees. Les resultats sont represents d'au moins trois expenences 
realisees independamment, 

Comparaison des mobilites electrophoreses dans l'"EMSA" des extraits 
nucletques de cellules exprimant l'IL-13Ra et/ou TIL-4R humains : 
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2 10 « ceUu.es CHO son, reparties dans des boltes de Petri de diametre 10 cm. 24 
Keures plus tard, .es cellu.es sont .ransfect.es avec 6 „g d'ADN piasn.de 04> 
Ap res 48 heures, .es ce..u.es sent incubees a 37X pendant 30 minutes dans 3 m. 
de milieu avec ou sans IL-13 ou IL-4 a une concentration de .00 ng par ml. Us 
5 ce ,,,s sont ensuite rincees deux fois avec un tampon PBS-0,5 mM d'EDTA pu,s 
vendues dans 1,2 ml de PBS. Les cellules sont ensuite centnfugees et les 
■JL cellulites prepares comme decrit dans (35). Les EMSA sont ensu,te 
.eaiisees comme decrit dans (36) avec de .0 a 20 ug d'extraits cellules et avec 
une sonde oligonucleotide radiomarouee au «P (50000-100000 cpm), sonde 
I0 corresponds a Ke.ement Ce du promoteur Cs humain (37). La sonde 
oligonucleotide synthetisee presente la sequence smvante : 
S-GATCCACTTCCCAAGAACAGA-3' 



15 
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EXEMPLES 



EXEMPLE 1 : 

Analyse de 1'expression de r IL-URfJ humain a la surface des ceUules Caki-1 
5 II a recemment ete decouvert que des ceUules de carcinome renal human 
exprimaient en plus des recepteurs commons a l'IL-4 et a .'IL-13. un large exces de 
recepteurs specifiques de l'IL-13 (21).Sur la base de ces resultats, un echant.llon de 
lignees cellulaires de carcinome humain a ete etudie pour la fixation de HL-13 
comme decrit precedemment (17). Une lignee particuliere, Caki-1 (ATCC 
,o HTB46) qui exprime un nombre particulierement important de sites de l.a>sons 
pour 1TL-13, a ete analysee plus en detail. Les courbes de Scatchard obtenues a 
partir d'experiences de saturation montrent la presence de sites de liaison avec une 
Kd de 446*50 pM et une capacite de 7,2. 10 4 recepteurs/cellule (figure la). Dans 
des experiences de competition, HL-13 non marquee deplace totalement l'IL-13 
„ marquee d'une facon dose dependante, alors que l'IL-4 deplace avec une haute 
affinite environ 10 % de HL-13 marquee. Des concentrations plus importantes 
dTL-4 (superieures a 100 nM) ne deptacent pas les 90 % restants d'IL-13 liee 
(figure lb). 

20 Ces resultats sont en concordance avec 1'existence de deux sites 1'un partage par les 
deux cytokines, l'autre specifique de lTL-13. Les experiences de pontage par 
affinite de l'IL-13 montrent un complexe d'environ 70 kDa, qui coincide avec le 
complexe observe dans des experiences de pontage similaire avec HL-13 dans 
differents types cellulaires (17,21). L'IL-13 marquee est complement deplacee du 

25 complexe par 1TL-13 mais pas par l'IL-4, ce qui es, accord avec les experiences de 
competition (figure lc). 



EXEMPLE 2 : 

Analyse de la secretion d'IL-6 induite par ou V 
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- _ * Hnvenlion - — * ^ ^tT. 

>, • .r.H 1 Les deux cytokines induisent la secretion de m 

ZTTZ^ -£ - - — - * " ° : 

d IL-6,etlasecr YmMU , (figure Id). Ceci suggere que les 

M et par l^o- ^ ^ ^ ^ ^ 

receptees portages par les deux cyt snt 
respon sables de — de ,a J^^'^^**.- 
observe* q uand la phosphorylauon du complexe prote ^ 
par VIL-4 et riL-13 est analysee en presence ou en absence dan 

etd'antagonistedel'IL-4. n „ molexe recepteur IL-4/IL- 

Ces resu.tats pris dans leur ensemble suggerent que »e comp^x «■ P^ 

,3 exprime dans les cellules Caki est identique a ce qu, ava,t ete preced 

13 expnme (IL .13RP) qui est surexpnmee, est un 

decrit et que la proteine l.ant 1IL-13 (IL 13KW Q 

composant du recepteur reusable de la reconna.ssance de 1IL 

complexe fbnctionnel qui inclut EA. 

Ces cellules ont done ete utilisees comme source d ARN mess g 
de cette entite liant l'IL-13. 

EXEMPLE 3 : 
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EXEMPT •»• DR v 
dotage de sous unite primaire du recepteur de riL-U ^ 
Clonage ot» „ t ilisee a ete precedemment 

La strategie de clonage et dexpress,on qu, a ete unhsee P 
dLrl (17) Une banque d'ADNc untenant 2,0> clones recombtnant a e e 
LTa partir des ce.lu.es Caki-1 . La banque a ete divisee en lots de 
construite (2t>) a parur ^» introduit 
10 00 ADNc, dont VAON de cnaque lot sous forme de p.asmtde ^u 
dans des ceUu.es COS-7 (*). La lia,son dTX-13 marquee aux ellul* CO 
transferees permet ^identifier .es lots de clones codant un recepteur d 
" lots po Uifs ont ete repartis et rectus jusqu. lUenttfcatK, dun c. 

Y Zn Deux ADNC de VIL-13RP dependants ont ete finalement ,so e, La 
seq uence nucleotide compete de l'ADNc de nL-.3R P et la sequence dacdes 
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i 9a L'ADNc a une longueur 

— „ „ « <«*. - — - ~; „„ ^ « 

hp 1298 bases en excluant la queue poly-A et a une coune g. 

. j« iRn aeides amines. La sequence v 

— - — r.~. h r:^-t 

20 chaine P partagee avec les receptees de 1IL 3 et 

EXEMPT 4 : ^ ^ , ign , es 

Detection des AKN messages uc 

25 cellulair*s similaires aAgsi 

De facon surprenante, dans les cellules Caki-1 des qu 

a. CIL 13RB * ^ «* detectees par des analyses de northern blot 
.essagers e ^ ^ ^ observation sugge re q u, y a 

bie „ q u.n large exces d^ «J ^ ^ ^ ^ „ 

une plus forte traduction de cet AtuNm f 
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expHque Vabsence de detection de l'ARNm de HL-13R0 dans .es lignees cellulatres 
exprimant un faible nombre de sites de liaison de l'IL-13. Des analyses par RT- 
PCR (figure 3) montrent que !e transcript trouve dans les ceUules Caki-1 est auss, 
present a des degres inferiors dans !a lignee keratinocytaire A431, .es ceMes 
premyeloides TF-1, les cellu.es premocytiques U937, et .a lignee ce.lulaire B IM9. 
Aucun transcript n'est detecte dans .a lignee cellu.aire T Juricat ni dans .a Ugnee 
cellulaire P re-B NALM6. Ces resultats sent en accord avec des etudes de l,a.son 
de VIL-.3 sur ces memes lignees precedemment decrites par les auteurs de la 
presente invention (17), et avec les cibles biologiques connues de VIL-13. 

EXEMPLE 5 : 

Analyses de Haison realist sur des cellules COS-7 transfectees avec . ADNc 
deriL-13RPhumaiii 

Les cellules COS-7 transfectees avec VADNc isole codant pour 1U-13RP Lent 
specifiquement 11L-13 marquee. Lanalyse de Scatchard de .a courbe de saturate 
m ontre un seu. site composant avec une Kd d'une va.eur de 250*30 pM et une 
capacite de liaison maximale de 5,6. 10 5 recepteurs/cellule (figure 4a). 
Laffinite du recepteur recombinant est en bon accord avec la valeur de Kd de 446 
pM pour 1U-13R0 dans les cellules Caki-1 et pour ce qui a ete decrit dans plu- 
sieurs autres cellules (17) . Done, malgre 1'homologie de sequence avec .a chaine a 
de 1-IL-5R, le recepteur clone se comporte differemment puisqu'il v! a pas besom 
d-une seconde chaine pour reconstituer un site de uaison de haute affinite. 
I, est interessant de noter que la proteine liant 1TL-15 recemment decrite possede 
de la meme facon la caracteristique de lier avec une forte affinite l'IL-15, en 
i l'absence des deux autres composants du complexe IL-1 5R (32). 

Dans des experiences de competition, l'IL-13 est capable d'inhiber la liaison de IU- 
13 marquee au recepteur clone, avec une constante d'inhibition (Ki) de 1,5 ± 0,5 
nM, alors que (M n'inhibe pas la Uaison. La pharmacologic du recepteur clone 
est done similaire a celle de 1U-13RP present dans les ceUules Caki-1. Des 
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experiences de pontage montrent une bande radiomarquee de 70 kDa. Cette bande 
a la meme mobilite que celle observee dans les cellules Caki ainsi que dans d'autres 
cellules (17) Ce complexe correspond tres probablement a la bande de 60-70 kDa 
observee en plus de la bande de 140 kDa de VIL-4R dans les experiences de 
j pontage realisees avec l'IL-4 marquee. Ceci pourrait aussi suggerer qu'il ex,ste une 
forte interaction entre les deux proteines dans le complexe recepteur foncnonnel. 
Les auteurs de la presente invention ont done verifie si nL-!3RP et 1TL-4R 
interagissent dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur qu, 
permet une competition croisee des deux cytokines. Les resultats ^experience de 
10 coexpression sont montres dans la figure 4,c et d. 

D apparait clairement que 1'expression des deux recepteurs soit isolee so.t 
simultanee, resulte e„ un grand nombre de recepteurs qui reconnaissent spec.fi- 
quement rune ou 1'autre des deux cytokine, Toutefois. lorsqu'ils sont expnmes 
ensemble, un petit nombre de recepteurs (5 a 10 %) est capable de reconnaitre les 
„ deux cytokines. La cotransfection de la chaine yc avec HL-4R et nL-13R P ne 
procure pas une augmentation dans le nombre de sites de liaison partages. Ces 
resultats suggerent que les chataes de HL-13RP et IL-4R peuvent imerag.r rune 
avec 1'autre dans la membrane cellulaire pour reconstituer un recepteur pour lequel 
1TL-13 et l'IL-4 peuvent etre en competition. Le faible pourcentage de recepteurs 
20 reconstitues est un argument en faveur de la presence d'une autre proteine (IL- 
13Ra) en quantites Umitantes dans les cellules COS, necessaire pour la 
reconstitution du complexe recepteur auquel se lient en competitivite 11L-13 et 

rn.-4. 

Les resultats obtenus dans les experiences de transfection avec la chaine yc 
25 demontrent que cette proteine n'est pas le facteur limitant qui avait ete suggere 
auparavant (15). Cette conclusion est aussi suppor.ee par l'absence d'ARN 
messager de yc dans les cellules Caki-1 (21). 

Une autre raison possible pour expliquer le faible nombre de recepteurs 
reconstitues est Vexistence d'une stoechiometrie incorrecte des deux proteines dans 
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-r . <w« des cotransfections utilisant des quantites 
„ « - Ph» — ' ^ . ^ <* 
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EXEMPLE6 : rfcepteur membranaire 

Etud e de Inhibition de la Uaiso- de I IL-13 

parunrecepteur so* forme soluble. ^ 

On decrit les resultats en expression trans.to.re (figure 5) 

(figUfe6y - . d'ADNc codant pour nL-131* et pour HL-BRps sent 
resu ltant S sent nommes 2036 et 2034 respectivement. 

a) Expression transitoire 5 Uu , es/puits e t 

COS, soit avecleplasm.de 2036 oui«J . 

temoin. . . f on ^ permettre une 

„,„„«* 20J4 « une to-. w»— * > 5W3 

Le surna.eant des — ^^ es avec ^ 

sent utu.sees pour 1 etude de ^ ^ mesuree 

La liaison de l'IL-13 a la surface des CHO expnrnan 

en presence ou non de ces sumacs o-ts ^ * ~ ^ s , effectue 

J5 sur les cellules entieres dans un volume final de 500 
radioligand, en triplicata. 
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b) Lignees stables nhtenues oa r transfection avec les 

DeU x lignees sUb.es de CHO transformees sent obte u« P* t 

,.^ an ,e S de 1TL-13RP complet (polypeptide de 380 residus, o 
fences codantes de HL P aux 

13RB sous fonne soluble (IL-UKps, \>vyv y 

! , a 337 de VIL-13RP). Ces sequences sent inserees dans «e vecteur p 7055. 
residus 1 a 337 de i i^f; ^ OL-13RB) et 

U, «**. CHO-DHFR- ». »» » MK ^ ! " 
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demment (33). , 1Q 5 - tes par 

, , ,nn«CHO-IL-13RP(CHO2036)obtemis,presentant2a5.1O s.tesp 

L'un des clones CHO P I ^ ^ par pu , s et 

cellules est ensemence en plaque 12 pu.ts a ^ 
les ceUu.es sent utilised deux jours pres pour des expenences 

presence ou non dU-13^ ^ ^ de fi 

Pour cela, les clones CHO-IL-13RPs (CHO d , accumulation dans le 

cm, en triplicata a S.ltf ceUu.es par bo,te. Apres 3 purs 

de liaison de 11L-13 sur 1TL-13RP du clone CHO 2036. 

Lageantdece.^^^ . „ ce 

TaTlo^ de riL-13 a ,a surface du Cone CHO 2036-22 est mesuree en presenc 

Tde ces surnageants baits dUues de moitie avec .e radioligand, ou en 
°" ™ — «* ^ ^ UaiS ° n ^ : 

0 Z ^- -~ dans un volume de 500 - avcc 300 PM 

radioUgand. ^..^ de u ^ de ^ 

Les histogrammes des figures 5 eto rep 

sur HL-13RP P- VIL-URPs. U»e inhibition de .a Uaison de .IL-13 
25 recepteur peut s'observer sur plusieurs clones. 



EXEMPLE 7 

Oonage du recepteur ILURa humain. 
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ft To w «•» — - »*- rADN """" 4n """' 

A partir de 0.5 a/^ lA ^ nta ; re obtenu presente une 

■ „, 32 P dCTP (L'ADN complememaire ootenu v 

s: ~ «-£ - - — a - 

whan («•«« °» *• B ™ HI) : 

r < GATCCGOocccTTTmrrmT o 

Tris Hcl 50mM pH 8.3 . Ms* —1 . DTT 10 * 

colonne de 1 ml de sephacryl S400 ( Drecip i,ees avec 1/10 

^ ^ — — - -zzZfJL. «— . 

fc .Ota,. *»» «**» dM- »~» °M « _ 

vx • «riHe cacodvlique 140 mM ; DTT 0.1 mM , 
nM ' aC,dC V - te2uU . E DTA0.5M.Onretraitedenouveauala 
25 nunutes a 3rC. pu* on ajoute 2 ,1 d EDTA ^ ^ 

u aw nn reourifie sur colonne S400 , on exuau 

on precipne a V ethanol. Le cuux ^ 
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■ V ADNc (33 al) avec 75 ng de vecteur 



10 



15 



20 



in site Apal), 

5.AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG3' 

5 AyWUWY ^™ on incube pendant 5 minutes a 65 C 

„, HC SO «M pH 7.5 ; «*a » ^ - J^,^ ^ „ 

— ^— — ,- , t *^T — ,0 *. - « 

i/in de volume d'une solution d acetate u 
ajoute l/iw oe voium* tampon de 

, ~ * ethanol On centrifuge, le culot est repns dans P 
volumes d ethanol. U aceUte de potassium 62. 5mM, acetate 

composition Tris acetate 33 mM pH 7.9. acetat P dans 

• i mM et DTT lmM , le deuxieme bnn d ADNc est synm 
de magnesmm 1 mM et DTT ^ ^ T4 

A<> in ilI avec 30 unites de 1 enzyme au^ f j 
un volume de 30 ul avec 3 d , soxynuc ,eotides triphosphates 

(Phannacia) et un melange de ! mM d ,u ^ 
.insi cue deux unites de la proteme du gene 32 du ph g 

u 4 -, 7 «r on extrait au phenol et on en el.mine les traces en a P 
une heure a 37 C. on extraii d r ... n , 0 . Biora d) 

. pin fBio«l P10-200-400 mesh - reference 15011050 B.oraoj 
unecolonnePlOCBiogelfiu ^ 

electroporation de VADN recombmant a 1 a,de d app 

uti.se a 2 5 W dans les conditions presses par le fabncant, pu,s on culuve 

bacteries pendant une heure dans du milieu LB de composite : 

milieu LB additionne de 1 .5 /o a agar KV , 

•t: T ~Q nolrkCf^ 



par la suite milieu LB gelose. 
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Le nombre 



de clones independants obtenus est de 1 million. 
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^IZ Ce dlL so. traitees en les d<posant sur du papier Wathman 3 
Z Z — : -OH 0, N, « " - P— S mmutes 

™!hC1 0 5 M pH 8. NaCl 15 M pendant 5 minute, Apres un tranement a 
pu.sTnsHC10.5Mp n , . Tris H C1 10mM P H8, EDTA lOmM, 

la proteinase K dans le tampon smvant . Tns HC1 lumM P 
m n SOmM SDS 0 1%, proteinase K lOOug/ml pendant 30 mmutes a 37 C, 
NaCl SOmM, &L>5> u - „_ (sodium citrate 

me mbranes sont lavees abondamment dans du tampon 2 X SSC (sod 
NaCl), puis sechees au four sous vide a 80°C pendant 20 nunutes. 

c\ PreKybridation et hybridation des membranes. 

, Bridies 2 heures a 42°C dans le tampon survant 
Les membranes sont alors prehybndees 2 heures 

■j . , 0/o SDS 5 X Denhart's ; 100 ug/ml d ADN de 
1 M NaCl ; 30% formamide , 1 /o bus , 3 ^ 

, souris preparee par ■ nick-transla«on de 2.5 10 dpm/m., p 

i i«- o f ois 30 minutes dans le tampon 2 x S5>C 
ensuite Les membranes sont lavees 2 fo.s 30 minu 

• -> v,„,r« a 50°C dans le meme tampon. 
0.1% SDS a temperature ambumte pu,s 2 heures a 50 C 

A pr* une nuit d' exposition a - 80°C en presence f un film KodaK X-OMAT, 
plusieurs clones positifs sont reveles. 

La s*uence est obtenue a r aide du lot Applied Biosystem (reference 401628). La 
s6q uence nuclei^ complete de r ADNc de r IL13Ra et ,a science a«d« 
ales cui en est deduite sont montrees sur la figure 7. V ADNc a une .ongueur 
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de 3999 bases - exduant ,a q ueue de poly-A et possede une longue region V non 

traduite de 2145 bases. de 
Un signal canonique de polyadenylation se trouve a »a place prevue. 
"eleven en«e !es nuclide 34 « «1 dfltt - P*P-* 
5 ^s. La sequence code pou, une proline — • -c un pe* de ^ 
potentie., et un seu! dotnaine t—branaire et une coune regto 

rrCl- potent so. - - la region — ~*B 
10 sites oe giy consenS us consideres comme des 

'IS™ „ „«r * «. wsxws **. » — - c— . - — 

extracellulaire. 
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EXEMPLE 8 

Analyses de liaison realisees sur des cellules COS-3 ou CHO transferees avec 
l'ADNc de l*IL-13Ra humain. 

Les cellules CHO transferees avec l'ADNc isole codant pour l'IL-13Rct lient 
5 specifiquement l'IL-13 marquee. 

L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre un seul site composant 
avec une Kd d'une valeur de 4,5±0,4nM et une capacite de liaison maximale de 
26000 recepteurs/cellule (fig. 8C et 8G). 

10 Les resultats des experiences de co-expression sont montres dans les figures 8D et 
8H. 

L/ analyse des resultats de la figure 8C met en evidence que l'IL-13Ra s'exprime 
bien dans le clone 2036 des cellules CHO. On peut noter que TIL-4R deplace 60 
% de la liaison de l'IL-13 dans les cellules CHO cotransfectees avec l'ADNc de 

15 TIL-4R et de TIL-13Ra (figure 8H) mais en tenant compte dun Kd de 7,5 nM 
pour riL-13Ra on aurait 10 fois plus de sites IL-13Rcc que de sites IL-4R. 
Les cellules CHO-ML4R (IL-4Ra humain) exprimant l'hIL-4R transfectees avec 
l'ADNc codant pour rhlL-13Ra lient specifiquement l'IL-13 marquee. 
L'analyse de Scatchard de la courbe de saturation montre clairement 2 sites 

20 composants, I'un de haute affinite avec une Kd d'une valeur de 23±8,9 pM et une 
capacite de liaison maximale de 28000 sites/cellule et, Tautre de basse affinite, avec 
une Kd d'une valeur de 4,2+1,4 nM et une capacite de liaison maximale de 150000 
sites/cellule (fig. 8D). 

Le deuxieme site caracterise a la meme affinite que rhJL-URa (IL-13Ra humain) 
25 exprime seul et correspond aux chaines IL-13Ra non associees car exprimees en 
plus grande quantite que l'hIL-4R. 

Ces recepteurs a haute affinite reconstitues en presence des 2 chaines hIL-13Ra et 
WL-4R sont capables de reconnaitre les 2 cytokines (fig. 8D et 8H). 
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10 



15 



e 0 lus clair sur les cellules COS/pSEl co-exprunant les 2 chaines 
Ceci est encore plus clair sur ^ 
ML-lSRa et WL-4R en quantite comparable ou 11L-4 deplace 

^.te de IU-13R« — —t - — * ~ — - 16 

^pteurlL-lBRadesounsC^lOnMXref^. ^ 

Contrairement a la chaine UL-IM*. pr^dernment decnte, 1L 
^uepasseulunsUedeU^de^^e. ^ ^ 

L -IL-l3Ra et VH.-4R interag.ssent done dans 
reconstituer un recepteur a haute affinite. 



EXEMPLE 9 

staT oar l'IL-13 et PIW dans les cellules CHO co- 
Activation de protetnes STAT par I 

la famille des janus, Jakl et Jak2 qu p . lements 
ascription, STAT6. Ce facteur active entre dans le noyau et se 

comme sonde dans 

Nous avons choisi Velement Ce du promoteur du Ce huma, 

un test de changement de mobilite electrophone (EMS A) p 

Le s e*raits nucleaires des cellules » £ ' ^ , 

les 2 chaines ensemble, stimulees avec lOOngM dIL-13 ou dIL p 
37 o c , S ontincu W savec^me„tC £ radio m arque _ 

Les extra, nucl^res des ceUules ~ ^ es cellules soient 
Vu „e ou I'autre chaine seule, aucun complexe n'est detecte. 



20 
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Dans les cellules CHO exprimant l'hIL-13Ra et 1WWR. HH3 et VIL-4 initient 
done la meme cascade de signalisation. 

Le clonage de HL-13RP et de l'IL-13Ra decrit ici permet d'ameliorer la 
5 connaissance des facteurs intervenant dans les reponses specifiquement induites 
par 1TL-13 par rapport aux reponses induites par l'IL-4. 11 permet en outre de 
disposer dun outil pour 1'etude de la regulation de Impression du recepteur dans 
des conditions normales et pathologiques oil l'IL-13 joue un role cle. 
Par ailleurs, la disponibilite de l'ADNc permet de faciliter le clonage d'autres 
10 proteines necessaires pour la reconstitution d'un complexe recepteur IL-4/IL- 1 3 et 
est egalement utile pour la fabrication ou la moderation rationnelle de nouveaux 
medicaments capables d'etre des antagonistes specifiques des activites de ITL-13. 
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LISTE DE SEQUENCES 

{11 INFORMATION GENERALE : 
ti) DEPOSANT: 

U1 (A ) NOM: SANOFI maRBEUF 
|b) RUE : 32.34 rue MARBEUF 

(H) TELECOPIE: 0153774133 
(iU TITRE DE L- INVENTION : receptee 
(li i> NOMBRE DE SEQUENCES : 4 

(2 , INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 
B TYPE: acide nucleique 

c Sombre de brins: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
TYPE DE MOLECULE: ADNc 



( vi) ORJO^jjusmE: Homo sapiens 

J T^pf D I TISSUE: CarcinoTC* 

G TYPE DE CELLULE : renal 

5 LIGNEE CELLULATE: cakl-1 



{xll DESCRIPTION DE L. SEQUENCE: SEQlO NO^X • 
^CCTGTC CGCGCGCAOA GAGGCAATAT CAAGGTTTTA ^ 

„ TTGGCTATCG GATGCTTATA TACCTTTCTG ATAAGCACAA 
ATTCGTTTGC TTGGCTAi^ rTTAACCCTC CTCAGGATTT 

rrv-f* aCTTCAT CTTCAGACAC CGAGATAAAA GTTAACCC- 

TACAAGCTTT TGCACTTCAT vrCTCTATTT GCAATGGCAA 

— ~ = — ~ 

C " — - — 5 TAGAGGTTAC CATCATTACT 

AAATACCGAA ACATTGGTAG TG ^ qcATTGAATT ATAOAAGCCC 

AAGAATCTAC ATTACAAAGA TGGGTTTGAT CTTAACAA ^ 

aCGCTTTTAC CATGGCAATG CACAAATGGA TCAGAAGTl 
GAAGATACAC ACGCrrTT ^ CAAGGAATTC CAGAAACTAA 

r~ TTGCGTATAT TACAATTGGC AATATTTACT 
AGTTC AGGAT TAAGTTTTGG GTAGAATGG TACTTCTIGA TACCAATTAC 

CTGTTCTTGG AAACC^CA TAGGTXACAT TATCT^ ™= ^ 
«««« ACTGGTATGA GGGCTTGGAT CATGCATTAA A^ATT^ 
TTGATTACAT CAAGGCTGAT GGACAAAATA TAGGATGCAG ATTTCCCTAT TTCC 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
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840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
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AGGAGCAGTG AGGCATCAGA CTATAAAGAT TTCTATATTT GTGTTAATGG ATCATCAGAG 
AACAAGCCTG AAATATCAAG GAATCAGATC CAGTTATTTC ACTTTTCAGC TTCAAAATAT 
AGTTAAAC CT TTGCCGCCAG TCAGTTGGAA ATATCTTACT TTTACTCGGG AGAGTTCATG 
TGAAATTAAG CTGAAATGGA GCATACCTTT GTTTAGGCGT GGACCTATTC CAGCAAGGTG 
TTTTGATTAT GAAATTGAGA TCAGAGAAGA TG AT ACT AC C GAAAGCATGG AGGAATTTTG 
GTGACTGCTA CAGTTGAAAA TGAAACATAC ACCTTGAAAA CAACAAATGA AACCCGAATA 
ATAGAGTTTT TAGTAGCAAT TATGCTTTGT AGTAAGAAGC AAAGTGAATA TTTATTGCTC 
AGATGACGGA ATTTGGGCAA AGAATCAAGT AGTGAGTGGA GTGATAAACA ATGCTGGGAA 
GGTGAAGACC TATCGAAGAA AACTTTGC T A GTAGCTGGGA TCGTTTCTGG CTACCATTTG 
GTTTCATCTT AATATTAGTT ATATTTGTAA CCGGTCTGCT TAGTGAATGT TGCGTAAGCC 
AAACACCTAC CCAAAAATGA TTCCAGAATT TTTCTGTGAT ACATGAAGAA GATTTGCATC 
TTTCCATATC AAGAGACATG GTATTGACTC AACAGTTTCC AGTCATGGCC AAATGTTCAA 1500 
TATGAGTCTC AATAAACTGA ATTTTTCTTG CGAATGTTG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO : 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 3 80 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS : Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Cak.i-1 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Phe Val Cys Leu Ala lie Gly Cys Leu Tyr Thr Phe Leu lie 
! 5 10 lb 

Ser Thr Thr Phe Gly Cys Thr Ser Ser Ser Asp Thr Glu lie Lys Val 
20 25 30 

Asn Pro Pro Gin Asp Phe Glu lie Val Asp Pro Gly Tyr Leu Gly Tyr 

40 4b> 
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Leu Tyr Leu Gin Trp Gin Pro Pro Leu Ser Leu Asp His Phe Lys Glu 
50 55 60 

Cys Thr Val Glu Tyr Glu Leu Lys Tyr Arg Asn He Gly Ser Glu Thr 
65 70 75 80 

Trp Lys Thr He He Thr Lys Asn Leu His Tyr Lys Asp Gly Phe Asp 
^ 3 85 90 95 

Leu Asn Lys Gly He Glu Ala Lys He His Thr Leu Leu Pro Trp Gin 
100 105 li0 

Cvs Thr Asn Gly Ser Glu Val Gin Ser Ser Trp Ala Glu Thr Thr Tyr 
115 120 125 
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M GW Ile Pro Olu Thr Lys VI Gin Asp Met Asp 
Trp He Ser Pro Gin Gly lie Pro 14Q 
130 

cys Val Tyr Tyr Trp Oin Tyr Leu Leu Cys *p ^. - «V 

"I oly -1 - MP - * - S L ~ ^ »S 

165 

Gly L eu *SP His Leu Cln Cys Val *s P Tyr Xle Lys Ma A s P Cly 

Gln Asn n. «v cvs ^ - - - - ^ SI " P ^ ^ 

ASP Phe £ He Cys Val £. «y Ser S« Olu £. Lys P~ «- - 

ser Te! Tyr Phe Thr Phe Ola Leu Oin A s„ Xle Val Lys H, Leu Pro 

225 

Pro Val Tyr Leu Thr Phe Thr A r 9 Olu Ser Ser Cys Olu Xle Lys Leu 

245 

Lys T r P Ser Xle Pro Leu Oly Pro Xle Pro Ma *r 9 Cys Phe A sp Tyr 

Olu Xle Olu U. A r 9 Olu A s P « Thr Thr Leu Val Thr Ma Thr Val 

275 2B0 
01- *sn Olu Thr Tyr Thr Leu Lys Thr Thr A sn Olu Thr A r, Oin Leu 

290 _ 
cys Phe val Val A r g Ser Lys Val A sn Xle Tyr Cys Ser Asp *sp Oly 

"! Tr P Ser Olu Trp Ser A s P Lys oin Cys TrP Olu Oly Olu A s P Leu 

Ser Lys Lys Thr Leu ,eu A r* Phe Trp Leu Pro Phe Oly Phe Xle Leu 
340 

,1. Leu Val Xle Phe Val Thr Oly Leu Leu .eu A r 9 Lys Pro Asn Thr 

355 JfaU 
Ty r Pro Lys Met He Pro Clu Phe Phe Cys Asp Thr 
370 if * 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

fi> C ARACTER I ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

1 m LONGUEUR: 4009 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
C NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE : WON 

(ill) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: . ^ 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: RENAL 

(H LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 
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TC AGCCCGGC CGGGCCCGA O— ^ GCGGGGGCGC CGCGCCACG 

CTGTGGGCGC TGCTGCTCTG CGCCGGCGGC GGOGGC^ 

— CACCTGTGAC QTCTATGGTA TTTTAGTCAT 

TGGACATGGA ATCCACCCGA GGGAGC q"JCGTTCAAT AGAAGTACCC 

" — = ^ — ~ 

CTGAATGAGA GGATTTGTCT GCAA qtGATCCTGA GTCTGCTGTG 

— — ^ GCTCCCTGGA 
ACTGAGCTTC AATGCATTTG OCACAA ^ OOCACAGAAG CCTGGAAAAA 

AGGAATACCA GTCCCGACAC TAACTATACT CTTTGATCTG 

„ — ™ — — . «— 

ACCAAAGTGA AGGATTCCAG ^ 

GCAGGAAAAA „ ~ TATATGTGCA ATGGGAGAAT 

CCCCACATA TTAAAAACCT CX ^CAATAA CAGCCAAACT 

CCACAGAATT TTATTAGCAG ^ AGAATCCAGA ATTTCAGAGA 

" ^ " — ~ ^ 
AATGTGGAGA ATACATCTTG ^ ATGACAAACT CTGGAGTAAT 

OTCAGAATAA GAGTCAAAAC AAATAAGTTA ^ ^CCATGTTA 

TGGAGCCAAG AAATGAGTAT AGGTAAGAAG ^ctcc-TITA CCTAAAAAGG 

„ — — = — 

= = ~ — = = 
^» — - 

»»» c " m ~ C,: 7,™— cc-cc 

— — z^z ~ — 

ATAAGAGCCA CAGGTCTTTA TGTTCAG GCCAGCAGGC TTCAAACTAG 

.TTTTCATTG AATTATAAAA GCCAW-" 
TTGGAGAAGA GTGTGGAGTC ATTCTCATTG TATCRAGAGT TCTC ACAACT 

— — l= — — " 
TCCTGAGGGA TCTATACTTG =^ GAGTCACAAA GAACATGTAG 

AGGGGAACTC ATTTGGGGTG CAAATGCTAA ™ c CT ATTG AAC CATGUT* 

AAAACAAAAT GGATAAAATC TGATATGTAT TG^- C ^ 

,~~m^e AGTCTGGGCT GGGTCCGGTG GCTCACu^*- 
GCTATTAAAA C*«™»C AC- ^ 

CAATTTGGGA GTCCGAGGCG ^ 

CAAAATGGTG AAACCTCCTC TCTACTAAAA ATICTrro AA CCTGGGAGGT 

.CCC^AA, CCCAGCACT CGGGAAGCTC AGGCAGGTGA ArTCrTTG 



60 
120 
180 
240 
300 
3 60 
420 
4B0 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
I860 
1920 
1980 
2040 
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G A^CACCAC TCCACTCTAG C— AGAGCAAGAC 
GCAGCrrOCA GTGAGCAGAG a AACAAAAAA ACCTCTTAAT ATTCTGGAGT 

TCTGTCTAAA AAACAAAACA = " AGTGTrGGC C 

catcattccc ttcgacagca rrrrcc^K : 

ATC A TC ACAA CTACAGAAAA ACCAGAGGCA CC^ 

— — — GTAGCATTTA CTGTGTCTTT 

AAGTCTCTAA CAATGTATTT TCTTCAC CCAGGGGTTT ACAGTCTATT 

^GC* AGGCCCCCGG G— 

— CAG^-C «««« c cTTTTGCAT TCCCTTCCTT 
TTTAACTCCT CAAT-- ^ GCTCAGGAG A CCTGGAGGAG 

GTAGCCTTTT GAC^ ^ ^ q^ctAATTCT 

CAGAOGATAA TTAGCATCTC A«^ ATATrroTC C ATTTTCTAAA 

TGCATATTTT GTAACTTCCA TGTGAGGGTT TTC ^ AAAAGAATAG 

CAGAGATGAG CACGTAGAAC «. ~™ 

„ „ ~ ~ „ GGCTCTGTTT 

AxcArrAArr AAA^crrr ^ .ccacacaac atatccgxa, 

ATGCTTTTGG GGGGCA-A 

AT ATCCCCTC TACTCTTACT ^ CTGGTAGGAA CTTGAGAACT 

CCCCCACCCC A^CCTCC TC ACAC-G A^ ^ 
TTATTTCCAA GT^TTCAAA CATTTACCAA XCATATT 

TCCTCCT CC T AGGGGAGGGG AGATAAGAAA CCC**** ~ ^ 

„ — c _ = _ 

— C ^rJc" TTCTCTAGAA AGAATATTTG G^CC^T 

CCGTAGTAGA ~* AAACCCA^C 
ATAGGAATGA GA^= «~ ^ a «jqcTGTGAA 

attcccaaca aaca^ c— 

gttcccatcc Tcrrc^ ««™ gagctcttgg ACGTCTC^ 

— c ~ — — — ™ A 

atcagtggat "cccatccc g^tcaogat ggtaattctt 

GCCTATG1GG A— ««« TGTGAAACAA 
— ~ ™ — " 

I^Iaa aaxaaa^ «««« — — 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) C ARACTER I ST I QUE S DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 427 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(vi) ORIGINE: . 

(A) ORGANISMS : Homo sapiens 

(F) TYPE DE TISSUE: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 
<H) LIGNEE CELLULAIRE : Caki-1 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 4: 

Met Glu Tr P Pro Ala Arg Leu Cys Oly Leu Trp Ala Leu Leu Leu Cys 

L Oly Gly Gly Gly OXy Oly Oly Oly Ala Ala Pro Thr Glu Thr Gin 
20 ^ 

Pro Pro Val Thr Asn Leu Ser Val Ser Val Glu Asn Leu Cys Thr Val 
35 40 

lie Trp Thr Trp Asn Pro Pro Glu Gly Ala Ser Ser Asn Cys Ser Leu 

50 55 
Trp Tyr Phe Ser His Phe Gly Asp Lys Gin Asp Lys Lys He Ala Pro 

Glu Thr Arg Arg Ser He Glu Val Pro Leu Asn Glu Arg lie Cys Leu 

8 S 

ain val Gly Ser Gin Cys Ser Thr Asn Glu ser Glu Lys Pro Ser He 

100 10b 
Leu Val Glu Lys Cys lie Ser Pro Pro Glu Gly Asp Pro Glu Ser Ala 

US 120 
Val Thr Glu Leu Gin Cys lie Trp His Asn Leu Ser Tyr Met Lys Cys 

130 135 
ser Trp Leu Pro Gly Arg Asn Thr Ser Pro A|| Thr Asn Tyr Thr Leu 

Tyr Tyr Trp His Arg Ser Leu Glu Lys lie His Gin Cys Glu Asn He 

165 

Phe Arg Glu Gly Gin Tyr Phe Gly Cys Ser Phe Asp Leu Thr Lys Val 
180 185 

Lys Asp Ser Ser Phe Glu Gin His Ser Val Gin He Met Val Lys Asp 

* 19 5 200 ZUD 

Asn Ala Gly Lys He Lys Pro Ser Phe Asn lie Val Pro Leu Thr Ser 

210 215 
Arg val Lys Pro Asp Pro Pro His He Lys Asn Leu Ser Phe His Asn 
225 23° 235 

Asp Asp Leu Tyr Val Gin Trp Glu Asn Pro Gin Asn Phe He Ser Arg 

cys Leu Phe Tyr Glu Val Glu Val Asn Asn Ser Gin Thr Glu Thr His 

260 2b:> 
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M Val P h e XV, Val CX. OX» AXa ^ CVS Clu Asn Pro «« «- OX- 

Arg As „ vlx Ol- - Th , Mr CVS H- - V.1 PJ- OXV V.1 - ~ 
ASP Leu Asn ^ Val A„ .1. V.1 - *» ^ Leu Cys 

£ Olu As P As P - TrP Se, Asn «j se, OX. OXu ^ - 
Gly Lys ,vs £. Asn Ser »r Leu ^ IX. *r Leu - XX. VaX 

Pro Val XXe Tx AXa CXy AXa XX. XXe Val Leu Leu Leu V - Lys 
Arg Leu " XL II- XI- "J- -° - »* ™ SS ~ ^ " e 

Phe Z «!- - «" & ^ 01 " M " »S ^ T ° 

Z T.r Asp XXe Tyr CXu Lys Sin Thl J, Clu OX„ Thr Asp - V-l 
Val Leu II. OXu Asn Leu Lys Lys Ala Ser Gin 
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REVINDICATIONS 

1. Polypeptide purifie, comprenant une sequence d'acides amines choisie 
5 parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 2, 

b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n° 2. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend la 
10 sequence d'acides amines SEQ ID n° 2. 

3. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
forme variante du polypeptide de sequence SEQ ID n°2 dans laquelle les 
8 residus C-terminaux sont substitues par les 6 residus suivants : 

15 VRCVTL. 

4. Polypeptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'une 
forme soluble s'etendant jusqu'au residu 343 et preferentiellement jusqu'au 
residu 337. 

20 

5. Sequence d'acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon 
Tune quelconque des revendicationsl a 4. 

6. Sequence d'acides nucleiques isoiee selon la revendication 5, caracterisee 
25 en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) les sequences d'acides nucleiques capables de s'hybrider a la sequence 
SEQ ID n° 1 et codant pour un polypeptide ayant une activite de 
recepteur P de 1TL-13, 
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c) les sequences d'acides nucleiques derivees des sequences a) et b) du fait 
de la degenerescence du code genetique. 

7 Sequence dacides nudeiques selon la revendication 6, caractensee en ce 
' qu 'elle comprend ou est constitute par renchamernen, de nuclides 
s'etendant du nucleotide n° 1 jusqu'au nucleotide 1081 et 
preferentiellement jusqu'au nucleotide 1063 sur la sequence SEQ ID 



n° 1. 



8. Po 



peptide purifie. comprenant une sequence dacides amines choisie 



parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 4, 

b) toute sequence biologiquement active derivee de SEQ ID n° 4. 

l5 9. Polypeptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend la 

sequence d'acides amines SEQ ID n° 4. 

10 Polypeptide selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il s'agit dune 
forme soluble s'etendant jusqu'au residu 343 et preferentiellement 
jusqu'aux residus compris entre 336 et 342. 



11. Sequence d'acides nucleiques isolee codant pour un polypeptide selon 
l'une quelconque des revendications 8 a 10. 

12. Sequence d'acides nucleiques isolee selon la revendication 11, caracte- 
nsee en ce qu'elle est choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n°3, 
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„) .es fences dacides nucKiques capab.es de sender a .a sequence 
SEQ ID n° 3 et codant pour un polypeptide ayant une acnvrte de 

recepteur a de 1TL-13, 
., les seances decides nucleiques derives des sequences a) et b) 
fait de la degenerescence du code genetique. 

13 Sequence d'acides nucleiques se.cn .a revendication 12, caracten^n 
JU„e cornprend ou est — e par .'enchant . de — ,d« 

x- n * \ iusau'au nucleotide 1059, et 

Pendant du nucleotide n l jusuu au 

X— — ■ — * - ,wl " " 

la sequence SEQ ID n° 3. 

14 Vecteur de clonage et/ou .expression contenant une sequence decides 
nucleiques se.on Vune quelconque des revendications 5 a 7 et 1 1 a 

15 . vecteur selon U revendication 14, earache en ce qu'i. s'agit du 
plasmide PSE-1. 

16 . CeUule h6te transferee par un vecteur selon la revendicat.on 14 ou 15 

17 CeUule h6te transferee sdon la revendication 16, caracterisee en ce qu'il 
s -agit dune cellule de la lignee COS-7, COS-3 ou CHO. 

■ ~« ^ nu'elle hvbride specifiquement 
18. Sonde nucleotide caractensee en ce quelle nyD P 

avec 1'une que.conque des sequences selon les revend.cat.ons a 7. leurs 
sequences complement^ ou les ARN messagers correspondant, 
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19. Sonde selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle comporte au 
moins 1 0 nucleotides. 

20. Sonde selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'elle comprend 
5 Vintegralite de la sequence SEQ ID n° 1 ou de son brin complementaire. 

21. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle hybride specifiquement 
avec l'une quelconque des sequences selon les revendications 11 a 13, 
leurs sequences complementaires ou les ARN messagers 

10 correspondants. 

22. Sonde selon la revendication 21, caracterisee en ce qu'elle comporte au 
moins 10 nucleotides 

15 

23. Sonde nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend l'integraiite de 
la SEQ ID n°3 ou de son brin complementaire. 

24. Sequence antisens capable d'inhiber, au moins partiellement, la 
20 production de polypeptides selon Tune quelconque des revendications 1 

a 4 et 8 a 10, caracterisee en ce qu'elle est choisie parmi les sequences 
constituant le cadre de lecture codant pour un polypeptide selon Vune 
quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10 au niveau du transcript. 

25 25. Utilisation d'une sequence selon Tune quelconque des revendications 5 a 

7 et U a 13, pour la realisation de sondes nucleotidiques de diagnostic 
ou de sequences antisens utilisables en therapie genique. 
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26. Utilisation d'une sonde selon l'une quelconque des revendications 18 
a 23, comme outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, par hybri- 
dation, des sequences d'acides nucleiques codant pour un polypeptide 
selon Vune quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10, dans des 
echantillons biologiques, ou pour la mise en evidence de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques telles que la perte d'heterozygotie 
ou le rearrangement genetique. 

27. Utilisation d'une sonde selon Vune quelconque des revendications 18 
a 23, pour la detection d'anomalies chromosomiques. 

28. Methode de diagnostic IN VITRO pour la detection de syntheses 
aberrantes ou d'anomalies genetiques au niveau des sequences d'acides 
nucleiques codant pour un polypeptide selon rune quelconque des 
revendications 1 a 4 ou 8 a 10, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidique selon I'une quelconque 
des revendications 19 a 23 avec un echantillon biologique dans des 
conditions permettant la formation d'un complexe d'hybridation entre 
ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, eventuellement apres 
une etape prealable d'amplification de la susdite sequence nucleoti- 
dique ; 

- la detection du complexe d'hybridation eventuellement forme ; 
. eventuellement le sequencage de la sequence nucleotidique formant le 
complexe d'hybridation avec la sonde de l'invention. 

29. Utilisation d'une sequence d'acides nucleiques selon l'une quelconque des 
revendications 5 a 7 et 11 a 13 pour la production d'un polypeptide 
recombinant selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 
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30 Methode de production d'un polypeptide recombinant recepteur de 1IL- 
' 13 caracterisee en ce que Von cuitive des cellu.es transferees selon la 
revendication 16 ou 17 dans des conditions permettant l'ex P ress,on tfun 
polypeptide recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou de sequence SEQ 
H> „° 4 ou derivee, et que Von recupere ledit polypeptide recomb.nant. 

3, Anticorps mono ou polyclonal, anticorps conjugues, ou leur fragments, 
caracterises en ce qu'i.s sont capab.es de reconnaitre specifiquement un 
polypeptide selon rune quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 

32 Utilisation des anticorps selon la revendication precedeme, pour la 
purification ou la detection d'un polypeptide selon Vune quelconque des 
re vendications 1 a 4 et 8 a 10 dans un echantillon biologique. 

33 Precede de diagnostic IN VITRO de pathologies correlees a une 
expression anormale du recepteur de VIL-13. a partir de prelevements 
biologiques susceptibles de contenir le recepteur de VIL-13 expnme a un 
taux anormal. caracterise en ce que Von met en contact au moms un 
anticorps selon la revendication 31 avec ledit prelevement biology, 
dans des conditions permettant la formation eventuelle de complexes 
immunologiques specifiques entre le recepteur de VIL-13 et le ou .esd.ts 
anticorps et en ce que Von detecte les complexes immunologies 
specifiques eventuellement formes. 

34 Kit pour le diagnostic IN VITRO d'une expression anormale du recepteur 
de VIL-13 dans un prelevement biologique et7ou pour la mesure du taux 
degression du recepteur de VIL-13 dans ledit prelevement comprenant 
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- au moins un anticorps specifique du recepteur de ITL-13 selon la 
revendication 3 1, eventuellement fixe sur un support, 

. des moyens de revelation de la formation de complexes 
antigenes/anticorps specifiques entre le recepteur de 1TL-13 et led.t 
anticorps et/ou des moyens de quantification de ces complexes. 

35 Methode pour Identification et/ou 1'isolement de polypeptides selon la 
revendication I ou 8. ou d'agems capables de moduler leur activite, 
caracterisee en ce que Ton met en contact un compose ou un melange 
contenant different* composes, eventuellement non-identifies, avec des 
cellules exprimant a leur surface un polypeptide selon la revendication 1 
ou 8, dans des conditions permettant Interaction entre le polypept.de et 
ledit compose dans le cas ou celui-ci possederait une affinite pour le 
polypeptide, et en ce que Von detecte et/ou isole les composes lies au 
polypeptide ou ceux capables d'en moduler l'activite biologique. 

36 Ligand ou modulateur d'un polypeptide tel que defini dans les 
revendications 1 a 4 ou 8 a 10 susceptible d'etre obtenu selon la 
methode de la revendication 35 

37. Composition pharmaceutique comprenant, a titre de principe actif, un 
polypeptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 4 ou 8 a 10. 

38 Composition pharmaceutique selon la revendication precedente. 
caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide selon la 
revendication 4 ou 10. 
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39. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 
a 4, pour le criblage d'agents capables de moduler I'activite de 
l'IL-13Rp. 



5 40. Utilisation d'un polypeptide selon L'un quelconque des revendications 8 a 

10 pour le criblage d'agents capables de moduler I'activite de TIL-13Ra 

41. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 
10 a 4, pour la fabrication de produits capables de moduler I'activite de 1TL- 

13RP. 

42. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 8 
a 10 pour la fabrication de produits capables de moduler I'activite de 

15 riL-13Ra. 

43. Utilisation d'un polypeptide selon la revendication 4 ou 10 pour la 
synthese d'un medicament a effet antagoniste de l'IL-13. 



20 
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ou lc rearrangement genetique. 

27 uuHsaUon *une sonde selon It. quelconaue des revocations 1. 
i 23, pour la detection d'anomalies chromosomiques. 

W mRO pour la detection de syntheses 

cod^ pour un peptide seion Pane quelconoue des 
^ C at i ons 1 a4ou8a 1 0,cara«eHseeence q u-eUeco»prend. 

b ^e en contact d^e sonde nud^ue selon Vune 
1 revendicauons 1. a 23 avec un ecnanuUon biology dans des 
penned la — • *. complex d^daUon entre 
ladite sonde et la susdite sequence nucleotide *«— — pr« 
one pre^.e dampUfication de la susdite sequence nudeon- 

dique ; 

-Udetectionducornple«d%b^ 

. dement le seouence de ia sequence nucleoud.oue formant 
complexe d'hybridation avec la sonde de Invention. 

29 utUisation d'une sequence d'acides nucleioues seion Vune quelconque <es 
"evendictions S a 7 et U a 13 pour la production d.n polype 
recombinant selon 1'une quelconque des revendications 1 a 4 et 8 a 10. 
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301 CtlGAATGAGAGGATTTGTCTGCAAGTGGGGTC. -^T-l _ ^ ^ g ^ r 
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li.) p f: i »• *. . * ' ' : ' . a^-'-ac \ :- ;.\Auw-;-rcrruoc-itxcTOvJA >»» 

421 ACrGA«JCriVAA^i.:AHXn^LAcAA«-Ct.,Ai.v.,AC^ R r , „ L p 0 149 
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